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はしがき
メタロチオネイン(MT)は構成アミノ酸の約1/3をシステインが占め,しかもS-S結
合を一つも持たないというユニークな特徴を有する生体防御蛋白質であるl~3)0 MTの性質
として最もよく知られているのは重金属毒性軽減作用であり､その分子中に豊富に存在す
るSH基を介してカドミウム(Cd)や水銀などの有害重金属と強固に結合することにより
それらの毒性の発現を抑制する4,5)｡ MT遺伝子欠損マウス6･刀やそのマウス由来の細胞が､
野生型に比べCdに対して高い感受性を示す事実が数多く報告8~13)されていることから､MT
がCd毒性に対する重要な生体防御蛋白質であることは間違いない｡一方､ MTの合成は
cdなどの重金属をはじめ様々な因子により転写レベルで調節されることが明らかにされ
ておりl…)､ MT遺伝子のプロモータ一億城中に転写誘導に関わる様々なシスエレメント
MRE･g MRE･f MRE･e MRE-c MRE-b TATA-box
Fig･l MetalIothioneingene expression
(A) Metal transcriptional factor-1 (MTF 1 ) is acBvated by丘ee heavy metals such as zinc and cadmium and then
translocated into nudeous. (B)血tivated MTFl1 binds metal respondve elements (MREs) located in promoter region
of a metanothbnein gene, and s血ulatestheir廿anscripdon･ (C) MetallothbneinmRNA is 8-anslated to apo-dlionein
(n0-meta) binding form)･ Free metal ions bindぬnewly sysndleSized metallothionein proteins and accumulate in
various tissues.
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1B-21)の存在が認められているo重金属によるMTの転写誘導には､ metal responsive element
(MRE)と呼ばれるシスエレメントが必須であり､ MTプロモーター上に複数のMREの存
在が確認されている18~21)0 MREに結合する転写因子としてmetal transcription factor-1
(MTF-1) 22･23)が知られており､このMTF-1は亜鉛(zn)やCd等の重金属によって直接ま
たは間接的に活性化され､この活性型MTF-1がMREに結合することによりMTの転写を
促進させる(Fig. 1) 24~26)o MTF-1を欠損させたマウス由来細胞では重金属によるMTの誘
導が認められず､ cd等の重金属毒性に対して高い感受性を示すことから27,28)､ MTF-1は
重金属によるMTの転写誘導およびMTによる重金属の毒性軽減において重要な役割を果
たす転写因子であると考えられている｡　一方､ Cdはイタイイタイ病の原因物質として
知られる代表的な環境汚染物質であり､我々人間は常にCdに暴露されていると言っても
過言ではない｡体内に取り込まれたCdはその半減期が数十年と長く､ほとんど排推され
ないため人間の組織中Cd濃度は年齢とともに上昇し､これに伴ってMT濃度も上昇する
ことが知られている29･30)0 cdは米穀類中に比較的高濃度に含まれており､日本人は米を
主食としているために欧米人に比べると体内Cd蓄積量が高い｡ Cdによる障害は主として
腎臓に現れるが､これはCdの多くが腎臓に蓄積するためである｡一般的な日本人の腎臓
中Cd濃度はMT遺伝子欠損マウスにおける致死濃度の数倍に相当するが､組織中に蓄積
しているCdのほとんどがMTと結合した安定な状態で存在するために毒性の発現が抑え
られている｡しかし､ CdによるMT誘導機構に異常が生じたり､ MTの合成能力を超え
てCdが摂取されると､ Cdの毒性が現れることになる｡実際に最近､日本人の中に腎皮質
中のMT濃度が非常に低い値を示す中高年者が存在することが報告され31) ､ cdによる腎
障害を発症しやすい集団が存在する可能性が示唆されている(Fig. 2)｡上述したように腎
臓中のMT濃度はCdの蓄積に伴って上昇するが､ Cd摂取量の極端に低い集団の存在は考
えにくいことから､これらの人々にはMTの合成機構に何らかの異常がある可能性も考え
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Fig. 2 Relationship between age and metallothioneincontentsinthe renalcortex (ref･ 31)
Idivisuals having low metallothioneinareindicated as closed circles
そこで本研究では､ MT合成異常の原因として､ MTの遺伝子変異に着目し､本遺伝子
のプロモータ一席域および翻訳額域､並びに､ MT遺伝子の主要な転写因子であるMTF-1
の翻訳額域における変異の検索を行い､その変異がMTの合成に及ぼす影響について検討
した｡そして､それらの知見を基にして､末梢血白血球を試料とした遺伝子診断法､すな
わちカドミウム毒性に対するハイリスクグループ同定法の確立を試みた｡
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研究成果

1.ヒトメタロチオネイン遺伝子のプロモータ一億域の多型の検索とその転
写活性に及ぼす影響
1-1ヒトメタロチオネイン遺伝子のプロモーター領域の多型の検索
[目的]
日本人の中に､ MT合成に何らかの異常があると思われる集団の存在が示唆されている
ことから､一般的な日本人のMT遺伝子プロモータ一顧域の変異を検索した｡
なお､ヒトのMTはⅠ～IV型の4つの分子種に分類されるが32~38)､その中で最も主要な
分子種はMT-ⅠIA (hMT-ⅠIA)と考えられ､ほとんど全ての組織中に最も高濃度にその存在
が認められている｡そこで本研究では対象分子種としてhMT-ⅠIAを選択し､健常な日本
人119例の白血球から単離したDNAを用いて変異の検索を行った0
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[材料･方法]
Taq Gold DNAポリメラーゼ(perkin Elmer社製)
Mastercycler gradient (Eppendorf社製)
HighPure PCR Product Purification Kit (Boehringer Mannheim社製)
白虎戌からのゲノムT)NAの歯出
<試薬>
･ SE : 0.5 % N-lauroylsarcosine sodium salt, 20 mM EDTA, 20 mM TriS-HCl (pH 7･4)
･ PCI : phenol : chlorofb- : isoamyl alcohol ≡ 25 : 24 : 1
･ CIA : chlorofbm : isoamyl alcohol - 24 : 1
･ TE : 10mMTris-HCl (pH8.0), 1 mMEDTA
<方法>
東北大学医学研究科倫理委員会による承認事項に基づいて同意を得た119名の健常人か
ら血液を採取し､実験に用いた｡ヘパリン存在下で採取した血液5mlを100xgで5分間
遠心し､血清を除去後､血液量の5倍量の0.2 % NaClを加え転倒混和し､ 600xgで5分
間遠心した後に､上層を除去し､白血球の沈殿を得た｡白血球の沈殿が白くなるまでこの
操作を繰り返した後､ -80 oCで凍結し､残存した赤血球を破壊した｡室温で融解後､少量
の0.2%NaClに懸濁し､ 600xg､ 5分間遠心して､上清を除去後､ 250plの0･2%NaClで
懸濁した白血球に500 plのSEを加えてさらに懸濁した.次に1/200容量の20 mg/ml
proteinaseKを加えて､ 37oCで12時間反応後､等量のPCIを加え､室温で10分間振返後､
800xgで室温15分間遠心した｡ PCI処理を2回行って得られた水屑に1/10量の3M酢酸
ナトリウム(pH5.2)および2倍量のエタノールを加え撹拝し､ -80oCで20分間放置して､
20,000xgで10分間遠心分離LDNAの沈殿を得た｡この沈殿を70%エタノールでリンス
一14-
後250plのTEを加え､DNAを溶解した.DNA溶液に250plのSEと1/1,000容量の10mg/ml
RNaseAを加え37oCで2時間処理しRNAを分解後､上記の手順でPCI処理2回､ CIA処
理1回を行い､ DNAを精製した｡
ヒトメタロチオネイン遺伝子のプロモーター紺のPCR僧膚
5つのMREおよび転写開始点を含むhMT-ⅠIAプロモーター領域(222 bp; Fig. 3)を増
-300　　　.250　　　-200　　･1 50　　　･1 00　　　　-50　　　　+1
MRE･g MRE-f MRE-e MRE･c MRE-b MRE･a
MRE･d
Fト
Fig. 3 Examined regions of the hunmn metallothioneh･ⅠIA (hMT･ⅠIA) promoter for
PCR･SSCPanalysis
TranscrirKionalregulatcry elements l∝ated upsb･eam of trK: hMT-IIA g印e･ The lo∝山onand orientation of
MREs are indicated by closed arrows. The transcnpon start site isindicated by openarrow･ Romo蛭r reglOn
(-202+20) were amplified by forwad (F) arKl reverse (R) primer･
幅するために､以下に記したプライマーを作製し､ PCR反応を行った｡ PCR用の0.5 ml
チューブに200 ng､ 10 x PCRbuffer (10pl)､2 mM dNTP (10pl)､DMSO (10 pl)､ 100 pM forward
primer (1 pl)､ 100pMreverse primer (1 pl)および5 U/plamplyTaqGold (0･5 pl)を加えて全
量が10叫‖こなるようmolecular grade waterで調製した｡ PCR反応は95oCで10分間加熱
してTaq Gold DNAポリメラーゼを活性化した後､ 96oC/30秒､ 61oC/30秒､ 72oC/30秒の
増幅反応を30サイクル行った. PCR産物はHigh Pure PCR Product Purification Kitを使用
して未反応のdNTPやprimerを除去後､一本鎖DNA高次構造多型(single-stranded
confomation polym叩hism: SSCP)分析に使用した｡
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hMT-ⅠIA pro-F primer : 5'一ccGCCGCCTTCAGGGAACTG-3'
hMT-ⅠIA pro-R (+1) primer : 5'一ccACTTGGAGGAGGCGTGGT-3'
一束鍔DNA高次膚諾多野(LSSCP)産による遺伝子選管の頗出
<試薬･装置>
plusOne◎DNA Silver Staining Kit (Amersham Pharmacia Biotech)
DNA-PAGE用電気泳動装置ダブルタイプ(日本エイド-)
<方法>
精製したPCR産物8plに対して15plのF-dye (950/oホルムアミド､ 10mMEDTA (pH7･5)､
0.05 0/. bromophenol blue､ 0.05 % xylen cyanol)溶液を加え全量を23 plとし､沸騰水浴中で
5分間煮沸後､氷上で急冷し二本鎖DNAを一本鎖DNAに変性させ､ SSCP分析を行った｡
即ち､煮沸変性したDNAを､ 10% (W/V)ポリアクリルアミドゲル(30%アクリルアミド
液(acrylamide:bisacrylamide - 99: 1または49: 1), 015 X TBE buffer (43 mM TriS-borate (pH8･0)I
1 mMEDTA)中で200V定電圧でおよそ90分間泳動した｡泳動時の温度は低温(9-12oC)
と室温(20-25oC)の2条件で行った.なおアクリルアミド溶液15 mlは0･22 pmのフィ
ルターで液過した後､ 10 0/. (W/V)過硫酸アンモニウム(APS) (150 pl)およびN,N,N',N'-
tetramethylenediammonium (TEMED) (15 pl)を加えてよく混合し､ゲル板(8･5 cm x 16 cm)
の間に流し込み重合させた｡泳動bufferには0.5 x TBE bufferを用いた｡泳動終了後､
plusOne◎DNA Silver Staining Kitで銀染色し､バンドを検出した｡
鹿嘉配列1畳常新の固辞
<試薬>
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Adenosine 5'-triphosphate (ATP)-【 γ -32p] EasyTidesTM (第一化学薬品)
Themo Sequenase cycle sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech)
T4 Polynucleotide Kinase (New England Biolabs)
Super Reading DNA Sequence Solution (Toyobo)
<方法>
変異パターンを示したPCR産物の塩基配列をdirectsequence法により決定した｡まず､
遺伝子増幅に使用したプライマー10 pmolにl plの10 xT4 polynuleotidekinase buffer､ 5 U
のT4 polynucleotide kinase､ 1.295 MBq l T -32p] ATPを加えmolecular grade waterで10 p=こ
調製後､ 37oC､ 30分間反応することによって32p標識した｡ 95oCで5分間反応して酵素を
失括させた後､ 10plのmoleculargradewaterを加え全量を20 plとし､ 1 plをcyclesequencing
反応に使用した｡
cycle sequencing反応液は､精製したPCR産物を350 fmolになるよう調製し､ 2 plの
reaction buffer､ 1 plの標識primerおよび2 plのThermo sequenase DNA polymeraseを加え
moleculargradewaterで17.5 p=こ調製した｡次にこの反応液4plをあらかじめ各ddNTPを
叫1ずつ分注しておいたチューブに分け､ 95oCで5分間熱変性した後､ 96oC/30秒､ 61oC/30
秒､72oC/30秒のcyclesequencing反応を25サイクル行った｡反応終了後､4 plのstop soludon
を加えてよく混和し､95oCで3分間熱変性させ､氷上で急冷した反応液3plを6% (W/V)の
変性ポリアクリルアミドゲル(7 Murea､ 15.0 0/. (W/V) SuperReadingDNA Sequence Solution ､
1 x TBE buffer (89 mM TriS-borate (pH8.0), 2 mM EDTA, 10 0/. (W/V) APS (350 pl), TEMED (35
pl))中で80W､ 75分間泳動した｡泳動bufferにはlxTBEbufferを用いた｡泳動終了後､
ゲルを乾燥させ､ Scientific lmaging Film (Kodak)に露光してオートラディオグラフイ-で
バンドを検出し､塩基配列の異常部位を同定した｡
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常のノ鎗索
<試薬>
BsgI (New England Biolabs)
NEBuffer 4 (New England Biolabs)
<方法>
上記のdirect sequence法で塩基配列に変異が認められた部位を含む額域(241 bp)を下記
に示したprimerを用いて増幅したo PCR用の0･5 mlチューブに白血球から抽出したゲノ
ムDNA 200ng､ 10xPCRbuffer (5 pl)､ 2mMdNTP (5 pl)､ 100pMforwardprimer (0･5pl)､
100 pMreverse primer (0.5 pl)および5 U/pITaqGold (0･25 pl)を加えて全量が50p‖こなる
ようmolecular grade waterで調製した｡ PCR反応は95oCで10分間熱変性した後､ 96oC/30
秒､ 60｡C/30秒､ 72oC/30秒の増幅反応を30サイクル行った｡ PCR産物はHigh Pure PCR
p,｡duct Purification Kitを使用して未反応のdNTPやprimerを除去後､ RFLP分析に使用し
た｡
精製したPCR産物5 plに1 plの10x NEBbuffer14 (50 mMpotassium acetate, 20 mMTris-
acetate, 10 mM magnesium acetate, 1 mM dithiothreitol (pH 7･9))およびo･75 UのBsgIを加え､
moleculargradewaterで全量10p=こ調製し､ 37oCで90分間反応させた｡反応後2･5 plの5x
gel loading buffer (1 x TAE, 20 0/o ficol1 400, 0･05 0/o bromophenol blue, 0･05 % xylene cyanol)i
加え､ 10 % (W/V)ポリアクリルアミドゲル(30 0/oアクリルアミド液(acrylamide:
bisacrylamide-99 : 1または49 : 1), 0.5 xTBE､ 100/o (W/V) APS 150pl,TEMED 15pl)中で
200 V定電圧でおよそ90分間泳動した.泳動bufferには0.5 x TBE bufferを用いた｡泳動
終了後､エチジウムブロマイドでDNAを染色した｡
hMT-ⅠIA pro-F4 primer : 5'一ccccTGGAGCCGCAAGTGAC-3'
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hMT-ⅠIA exon 1-R primer : 5'一TGGGCATCCCCAGCCTCTTA-3'
[結果]
健常な日本人119例の白血球から単離したDNAについてSSCP法でhMT-llAプロモー
ター部の変異の有無を検索したところ､ 119例の検体はType-A (98例), Type-B (20例),
Type-C (1例)の3種類のパターンに分類された(Fig. 4A)o　この3種類のパターンを示す
pcR産物をそれぞれ数例ずつ選び､それらの塩基配列をdirect sequence法により調べた
A　べ榔
(n=98) (n=20) (n=1 )
Type-A
A G C T
+1 ■
_5 A/Aト
Type-B Type-C
A G C T A G C T
Fig. 4 Examples ofconformational variants in hMT-lIA promoter region detected
throughPCR-SSCP (A) and sequenceanalyses of the typeA , B and C PCR reaction
products (B)
(A) One hundred and nlneteen indiv由uals were categolized in three SSCP pattems. (B) PoirA mutation at
nucleotide FX)Sitions -5 (A→G) was indicated by arrow head in the sequence･ Nucleotides rx)sition +I
indicates the transcrlPtlOn Start Site. Type A, B and C were indicated A/A, A/Gand G/G nucleotide at -5
position in hMT-lIA promoter reglOn_
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Fig･ 5 The point mutation A-G at l5 position in hMTIIIA promoter reg10n
p｡int mutation at nucleotide position -5 (A-G) was located core promoter region between TATA box and
transcrlptlOn Start Site･
ところ､転写開始点(.1)から上流5塩基目(-5)がType-AはA/A､Type-BはA/G､Type-C
はG/Gであり､ A-Gの一塩基置換のあることが明かとなった(Fig. 4B).なお､この一
塩基置換はTATA boxと転写開始点との間のコアプロモーター上に存在していた(Fig1 5)o
Type-Aの存在率が高いこと､さらにヒト由来細胞である293細胞のhMT-llA遺伝子プロ
モーターもType-Aを示すことから､ Type-Aが野生型と考えられるoこの一塩基置換に
 B
Bsgl Bsgl　　　　_5
▼　▼(N)14CTGCAC
144 bp
56bp　　　　　185 bp
-185 bp
-144 bp
Fig. 6 PCR-restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis of
candidate mutated DNA
(A) A schematic representadon of RFLP･ The two differentallelic fragments (241 bp) were
amplified･ The wild-typeallelic sequence (-5A) have two restriction sites for Bsg 1 ((N)14CTGCAC)
and can t光digested into three fragments (144 bp, 56 bp and 41 bp), wheares the mutant allelic
sequence (-5g)missing one of the Bsg I site andean be dkested into two fragments (185 bp and 56
bp) by the resuiction enzyme. (B) Two bards (185 bp and/or 144 bp products) digestedwith Bsg I
were visualized in acrylamide gel according towild-type (lane 1), mutant (lane3) or heterogenous
alleles (lane 2).
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? ?
よって切断部位が出現または消失する制限酵素を検索したところ､Type-Aに存在するBsgl
の切断部位が消失することが判明した｡そこで次に､ 119例全てのPCR産物をBsglで処
理し､その断片長の違いからA-G変異の有無を調べた(Fig. 6A)｡変異部位を含む債域241
bp (野生型にはBsg一切断部位が2ヶ所ある)をPCRで増幅後､制限酵素Bsglで処理す
ると､本法では野生型であるアデニンのアレルを持つ検体はBsglで切断され､ 144bp､ 56
bp､ 41 bpの3つの断片を生じるが､変異型であるグアニンのアレルを持つ場合にはBsgl
で1ヶ所しか切断されず185bpと56bpの2つの断片を生じる(Fig･6B)｡ 119例のPCR
産物をそれぞれBsglで処理した後に10 %アクリルアミドゲルで電気泳動し､そのパター
ンを分類したところ､Type-Aを示した98例が野生型であるアデニンのホモ接合体･Type-B
を示した20例がアデニンとグアニンのヘテロ接合体､そしてType-Cを示した1例がグ
アニンのホモ接合体であることが確認された(Tab一e 1)｡なお､一般的に変異遺伝子保有
者の存在割合が1 %以上である場合にその変異を多型と呼ぶが､本研究によって見出され
たアデニンからグアニンへの一塩基置換はグアニンのアレル頻度が約9 %であったことか
ら多型であると判断できる｡
Table 1. Genotype and allele frequency ofa polymorphism at -5 position in hMT-臥
promoter喝10n in 119 healthy individtlals
Genotype frequency Allelefrequency
Promoter (-5)
A/A A/G G/G
(n⇒8) (n-20)　(n=1)
A G
0.824　　0.168　　0.009　　　0.908　　0.092
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1_2　ヒトメタロチオネイン遺伝子のコアプロモーター額域の多型が転写
活性に及ぼす影響
[目的]
ヒトMT-ⅠIA遺伝子のコアプロモータ一億城中の転写開始点から上流5塩基目(-5)に
アデニンからグアニンの一塩基置換が認められた｡遺伝子の転写においては､コアプロモ
ーター上における基本転写因子群とRNA polymerase IIとの転写開始複合体の形成が必須
であることから､今回見出した-塩基置換が転写活性に影響を与える可能性も充分に考え
られる｡また､ヒトMT-ⅠIA遺伝子のコアプロモーター上にMRE様配列が存在すること
が報告されており39)､本多型がこの配列上に存在することから､この部位へのMTF-1の
結合に影響を与えている可能性も考えられる｡そこで､コアプロモーター上に認められた
-塩基置換がhMT-ⅠIA遺伝子の転写活性に及ぼす影響を検討した｡
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[材料･方法]
トランジェントレポータージーンアッセイ
hMT-ⅠIAプロモータ一顧域(1202-+20)の下流にレポーター遺伝子であるLJaCZを連結
した野生型(WT)および変異型(mut)の2種類のプラスミドを作製した(Fig･7)o先ず､
これら2種類のプロモーター部をPCRにより作製した｡即ち､ WTのプロモーターは293
細胞から単離したgenomicDNAを鋳型に､またmutプロモーターはコアプロモーターが
ホモ変異型であったサンプルを鋳型にし､下記のプライマーでPCR反応(95oC/30秒､ 96oC
/30秒､ 61oC/30秒､ 72oC/30秒を30回繰り返した)を行い､ PGEM-Teasyvectorにクロー
ニングした｡なお､挿入したPCR産物の塩基配列をシークエンサーにより調べ､塩基配
ー2∝l　　　　-1 50　　　　-100　　　　　-50　　　　　+1
Wi ld-type
(W¶
m utant
(m ut)
Fig･ 7･ Structure of the basic plasmid for determiming the activity of hMT-Ih promoter
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列に相違のないことを確認した｡
KpnI/hMT-ⅠIA pro-F : 5'-CGGGGTACCGGGCCGCCTTCAGGGAACTG-3 '
BamHI/hMT-IIA pro (+I)-R : 5'-CGCGGATCCGGACTTGGAGCAGGCCTGGT-3'
次に､それぞれのプロモーターをKpnLBamHI処理により切り出し､ pcDNA3.1/lacZを
ApaLBamHI処理することにより切り出したLacZ遺伝子と共にpcDNA3･1/hygro α
(CMV(-))のKpnI/ApaI額域に挿入し､最終的にpcDNA3.1/hMT-IIA pro (WT)/lac Zおよび
pcDNA3.1/hMT-ⅠIA pro (mut)/lac Zプラスミドを構築した｡
レポータージーンアッセイは､ 293細胞を4x lO4個仙ellになるよう24wellplasticplate
に播き､ 37oC､ 5%CO2存在下で24時間培養後､ 1wellあたり0.1pgのレポータープラス
ミドおよび導入補正用に用いたpGL-EFl α (EF-1 αプロモーターの下流にルシフェラー
ゼ遺伝子を発現させたプラスミド) 0.1 pgを0.6plのFugene6 (Boehringer)を含むD'MEM
(-) 20p=こ混ぜ､これを細胞に滴下して遺伝子を導入した｡
12時間培養後､種々の濃度の薬物を含むD'MEM(+)を400pl/well加えてさらに24時
間培養した｡培養終了後､氷冷pBS (-)でwell内を洗浄L ReporterLysisBu恥r (Promega)を
100pl/well加え､凍結(-80oC､ 30min)融解(25oC､ 20min)して細胞を回収した｡この紳
胞懸濁液45 p=こ等量の0.2 % (W/V) 0-nitropheny1-6-D-galactopyranoside (ONPG)発色液を加
え37oCで反応させた後､マイクロプレートリーダー(SLTLabinstruments)で405mmの
吸光度を測定しプロモーター活性とした｡一方､ルシフェラーゼアッセイは､紳胞懸濁液
45p=こルシフェリン(ReconstitutedSubstrate, Promega)を10pl加えて､蛍光プレートリー
ダー(spectra Max Gemini XS, Molecular Devices社製)で発光強度を測定し､導入効率の補
正に使用した｡ HepG2細胞においても同様の手順で遺伝子を導入したが､ HepGZ細胞で
は8xlO個仙ellになるように播き､導入したプラスミドDNAはおのおの0.2pg､ Fugene6
は1.2pl使用した｡
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ゲルシフトアッセイ
32p標識オリゴヌクレオチドプローブの作製
<試薬>
Adenosine 5'-triphosphate (ATP)-[ γ -32p] Ea野TidesTM (第一化学薬品)
T4 Polynucleo也de Kinase (New England Biolabs)
MicroSpin Cl50 Columns (Amersham Pharmacia Biotech)
<方法>
500pmolのセンスおよびアンチセンスオリゴヌクレオチド什記)をアニーリングバッ
ファー(200mMTriS-HCl (pH 7.5), 100mMMgCl2, 500mMNaCl)中で95oCで5分間熱変性
させ､ 30分間かけて徐々に温度を45oCまで下げてアニーリングさせた｡このオリゴヌク
レオチド2 pmolに0.5 plの10 x T4 polynucleotide kinase buffer､5 UのT4 polynucleotide kinase､
740kBqの【γ32pLATPを加え､ 37oC､ 30分反応した｡ 70oC､ 10分間反応して酵素を失括
させ､ MicroSpin G-50 Columnsを用いて過剰の【γ32p]-ATPを除去した｡プローブの比活性
(cpm/pl)は､液体シンチレーションカウンター(B∝kmanLS6500)でチェレンコフ光を測
定して求めた｡
以下に本研究で用いたオリゴヌクレオチドを記した｡一5Aは野生型､ -5gは変異型を示
す｡またMRE-pはコアプロモーター中のMRE様配列を示しているo
MRE-a
Sense oli80nuCleotide : 5'一gatccGGG CTT TTG CAC TCG TCC CGG CTC TTa-3'
Antisense oligonucleotide : 5'-gatctAAG AGC CGG CAC GAG TCC AAA AGC CCg -3'
MRE-p (-5A)
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Sense oligonucleotide : 5'-CCC GCG CTC CAC TCC ACC ACC CCT CC-3'
Antisense oligonucleotide : 5-`GGA GGC GTG GTG GAG TGC AGC GCG GC-3'
MRE-pト5g )
Sense oligonucleo也de : 5'一ccC GCG CTG CGC TCC ACC ACG CCT CC-3'
Antisense oligonucleotide : 5'一ccA GGC GTG GTG GAG CGC AGC GCG GC-3'
TATA仁5A)
Sense oligonucleotide :
5'-CTA GCT ATAAAC ACT GCT TGC CGC GCT GCA CTC CAC CAC GCC TCC T
Antisense oligonucleotide :
5'-TTG GAG GAG GCG TGG TGG ACT GCA GCG CGG CAA GCA GTG TrT ATA G
TATA (-5g)
Sense oligonucleo也de :
5'-CTA GCT ATAAAC ACT GCT TGC CGC GCT GCG CTC CAC CAC GCC TCC T
Antisense oligonucleotide :
5'-TrG GAG GAG GCG TGG TGG AGC GCA GCG CGG CAA GCA GTG TTT ATA G
核抽出液の調製
293細胞を6x lO5個/dishになるように60mmplasticdishに播き､ 37oC､ 50/oCO2存在
下で24時間培養後､種々の濃度のZnC12を含むD'MEM(+)に置き換え､さらに4時間培
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養した.培養終了後､細胞を回収し､氷冷cell lysis buffer (10 mM (2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinyl]ethanesulfonic acid (HEPES)-KOH (pH 7･6), 10 mM KCl, 1･5 mM MgC12･ 0･1 % (V/V)
Nonidet P40, 0.5 mM DTT, 0.2 mM PMSF, 2 pg/ml aprotinin, 2 pg/ml leupeptinおよび2 pg/ml
pepsta血A)に懸濁した後に10秒間撹拝し､遠心(2,000Xg, 1 min, 4oC)によって核画分を
沈殿させた｡ここにnuclearextractbu恥r (20 mM HEPES-KOH (pH 7.6), 400 mMKCl, 1･5 mM
MgC12, 25 % glycerol, 0･5 mM DTT･ 0･2 mM PMSF, 2帽/ml aprotinin･ 2帽/ml leupeptinおよ
び2帽/mlpepsta血A)を加え懸濁後､4oCで30分間穏やかに撹拝し､遠心(20, 000xgfbr 15
minat4oC)して得られた核抽出液10帽をゲルシフトアッセイに使用した｡
標識MRE-〟MTF-1に対するコンペティションアッセイ
核抽出成分10 pgを23 plのbindingbuffer (12 mM HEPES (pH 7･6), 12 0/o glycerol･ 5 mM
NaCl, 50 mM KCl, 5 mM MgC12, 0.6 mM DTT, 10叫M ZnSO4, 3帽Poly (dLdC)･Poly (dLdC))
中で氷上に静置後､ 10,000cpm/plの32p標識MRE-aプローブを2 pl加えて室温で20分間
反応した｡なお､コンペティションアッセイでは､核抽出液を加える前に過剰量(25-250
倍モル)の未標識のオリゴヌクレオチドを加えた｡反応終了後4･00/o(W/V)ポリアクリル
アミドゲル(100pMZnSO｡, 1 xTGEbuffer (25mMTrisHCl (pH 8･5), 190mMglycine･ 0･5 mM
EDTA)で120V,90分間泳動した.泳動バッファーには100pMZnSO｡を含む1xTGE
bufferを用いた｡泳動終了後､ゲルを乾燥させ､オートラジオグラフィーを行いバンドを
検出した｡
標識したTATAboxを含むプローブと結合蛋白に対するコンペティションアッセイ
核抽出成分10pgを23plのbindingbuffer (12 mMHEPES (pH 7･6), 12 %glycerol, 5mM
NaCl, 50 mM KCl, 5 mM MgC12, 0.6 mM DTT, 3帽Poly (dLdC)･Poly (dLdC))中で氷上に静
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置後､ 10,000cpm/plの32p標識TATA (-5A)およびTATA (-5g)プローブを2pl加えて室
温で20分間反応した｡なお､コンペティションアッセイは上記と同様に行なった｡反応
終了後4.0% (W/V)ポリアクリルアミドゲル(0.25XTBEbuffer (22･25 mMTriS⊥borate (pH
8.0), 0.5 mMEDTA), 5 mMmagnesium acetate)で120V, 100分間泳動したo泳動バッファー
には5 mM magnesium acetateを含む0･25 XTBE bufferを用いたo泳動終了後､ゲルを乾燥
させ､オートラジオグラフィーを行いバンドを検出した.
[結果]
hMT-ⅠIA遺伝子のコアプロモーター上に認められる一塩基多型がZnおよびCdによる
転写誘導活性に与える影響をレポータージーンアッセイ法により検討した｡その結果､
HepG2紳胞では､野生型(-5A)および変異型(-5g)ともに､ Zn,Cdの濃度依存的に転写
活性が増加したものの､野生型に比べ変異型ではいずれの濃度においてもその値は低値を
示した(Fig.8)｡また､ 293細胞においてもHepG2細胞と同様の結果が得られた(Fig･9)｡
従って､本研究によって見出されたコアプロモーター上の一塩基置換が重金属によるMT
遺伝子の転写活性化に抑制的に働く可能性が考えられる｡
転写活性の抑制の原因として､ -塩基置換が転写因子(群)のコアプロモーター配列へ
の結合に影響を与えている可能性が考えられることから､次にゲルシフトアッセイ法によ
りこれら転写因子(群)の結合に対する影響を検討した｡なお､前述したようにhMT-ⅠIA
のコアプロモーター上にはMRE様配列が存在し39)､本研究で見出された一塩基置換はMRE
のコンセンサス配列であるTGCRCNCのR(AorG)の部位に相当する(Fig. 10)｡緒言で
述べたようにMREには転写因子であるMTF-1が結合することが知られている｡そこで先
ず､この-塩基置換がMTF-1の結合に与える影響を､コンペティションアッセイ法によ
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ZnCL2 (PM)　　　　　　　　　　　　　　CdCl2 (PM)
Fig. 8 Eqbcts of zi批and cadmiumonwild-type or mutad hMT-IIA promoter activity in Ⅱe〆}2 cdls
HepG2cells (8 x 104) were incubated for 24 h and trarsfeccdwithtwo different pcDNA3･1/MT-pro/lacZ reporter genes each
contalmng Wild-typeor mutant nucleαide at -5 psltlOn in hMT-Im promoter region andwith a luciferase expressi00plasmid
(pGL3 tnsic爪EF-1 α ) as an interTnl conqol to estimate transfectbn efrlCiency･ A触rthe cell cultured in each metal-containing
medium for 24 h, 6-galactosidase acdvities were detemined･ Values are normalizedwithluciferase acbvlty and indicated as 8-
galactosidase / luciferase･ Open column ; trarSfectedwithW且d-type proTTX,ter, Closed column ; transfectedwithmutant promoter･
S垣mificant difference were COmpaJedwith no metal-けeated conb'ol･ 辛 ; p<0･001 , ** ; Pd)･0001
0　　100　150　2仰　250
ZnC12 (PM)
0　　0.125　0.25　0.5　　1.0
CdCL2 (LAM)
Fig. 9 Effects of zinc and cadmium onwild･typeor mutant hMT-IIA promoter activ吋in 293 cells
293 cells (4 x 104) were incubated for 24 h and transfectedwithtwo different pcDNA3･l/MT-pronacZ reporter genes each
containingwild-type or mutant nucleαide at -5 posltlOn in hMT-ⅠIA promoter reglOn andwitha luciferase expression plasmid
(pGL3 basic仙EF-1 α ) as an intemal control to estimate transfecdon efficiency･ After die Cell culturedineach metal-containing
medium for 24 h, 8-gaLactosidase activities wqe delemined･ Values are norm批edwith luciferase acbvlty and indicated as Bl
galactosidase / luciferase･ Open coltlmn ; tranSfectedwith wad-b,peprOnX)ter, Closed colurrm ; transfectedwith mutarA promOter･
significant difference were comparedwith no Jnetal-treated control･ * ; p<0･001 , ** ; Pd)･0001
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り検討した｡ hMT-ⅠIAプロモーター上に複数存在するMREの中で､ MTF-1と最も強固に
結合することが知られているMRE-a40-41)を3Zpで標識してプローブとして用い､核抽出
液(100,25叫MのZnC12で処理した細胞から調製)と反応させたところ､これまでの報告
と同様に亜鉛の濃度依存的なMTF-1の標識MRE-aに対する結合活性の上昇が確認された
(Fig. ll, 1aneト3)｡過剰量(250倍モル)の未標識MRE-aプローブで予め処理することによ
りこのバンドは完全に消失したことから､ここで観察されたシフトバンドはMTF-1と
MRE-aの複合体であると考えられる(Fig. ll,lane 4)｡そこでこのMTF-1/MRE-a複合体に
対し未標識の野生型(-5A)および変異型(-5g)のMRE様配列プローブを用いたコンペテ
ィションアッセイを行ったところ､両プローブともに250倍量加えてもこの結合を全く阻
害しなかった(Fig. ll,lane5-8)oこのことから検討したコアプロモーター額域のMRE様
配列にはMTF-1は結合しないことが示唆され､一塩基置換による転写活性の違いにMTF-
1は関与していないものと考えられる｡
ll 50　　1100　　･50　　　　　-29
MREconsensus TGCRCNC
ー61
MRE-a　5■-gatccGGGCTTT
-15
･5 (A)　　5■-GCCGCGC
-5 (g)　　　5■-GCCGCGC
TGCA
TG ACT
-24　　　･5　　+1
-36
GTCCCG GCTCTT-3●
+ll
A CAC GCCTcc-3■
CACCAC GCCTcc-3-
Fig. 10 MRE-like sequence in core promoter region for electrophoresis mobility shift assay (EMSA)
MRE-like sequence (宅診) in core promder region of human metallothioneinwas conserved w祉h MRE consensus sequence
(TGCRCNC). Hulmn MTF-1 nx)st dghtly binds to MRE-a.
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ZnCl2 (LJM)
- 剩ﾕ$Rﾖ?-5(A) ?5(g) 
- 剳?S?xl00 父#S?X1∝ー 父#S?
0 ???ｩ250→ 
I l.　J J　--　I t　-　一･一　　1 A -　LL-　1　　-
1　2　　3　　4　　5　　6　　7　　8
Fig･ ll Competition assay of MTF-1仙mE･a oDmPlex uslng the MRE-like sequenceinthe
core promoter reg10nS
Nuclear extracts obtained from zinc treated 293 cells were incubated wid1 32p-labeled double-stranded MRE-a
oligomers and run on 4% polyacrylamide geL Complex of MRE-a and MTFl1 wereindicated by arTDW head･
上述のように一塩基置換が認められた領域は基本転写因子(群)が結合する額域でもあ
る｡従って一塩基置換によりこれら転写因子(群)のこの領域への結合活性が低下する可
能性も考えられる｡そこで野生型および変異型のそれぞれのプローブを標識し､ 293細胞
の核抽出液と反応させたが､両プローブに特異的に結合する因子の存在は認められなかっ
た(データ示さず)oコアプロモーター上に変異が生じた場合､ TFIID (TATAboxに結合す
るTATA binding proteinとそれに結合するTATA associated proteinからなる複合体)をはじ
めとする基本転写因子群とRNA polymerase IIによる転写開始複合体の形成に影響を与え
ることが報告されている42-41) ｡先に用いた両プローブにはTATAboxは含まれていない
ことから､新たにTATAboxを含む野生型(TATA (-5A))および変異型(TATA(-5g))の2
種類のプローブを作製し(Fig. 12A)同様の検討を行ったoその結果､標識したTATA (-5A)
を用いてゲルシフトアッセイを行うことにより､ Zn処理の有無に関わらず､ 293細胞の核
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抽出液中にTATA (-5A)プローブと結合する因子の存在が認められた(Fig. 12B, lane 1-3)0
さらに未標識の野生型プローブと変異型プローブを用いて､このバンドに対するコンペテ
ィションアッセイを行ったところ､ TATAL5A)では25倍モル添加で結合が阻害されたの
に対し､ TATA (15g)プローブでは50倍モル共存させても阻害はほとんど認められなかっ
た(Fig. 12B,lane518).なお､ MTF-1との結合が認められた上記のMRE-aをここに100倍
モル加えても阻害は認められなかった(Fig. 12B,lane4)o標識TATA (-5A)プローブと核
a
-5   +1
Wild-type TATA (-5 A) 5'-CTAGCTATAAACACTGCTTGCCGCGCTGCACTCCACCACGCCTCCT-3
mutant TATA (15 g) 5'-CTAGCTATAAACACTGCTTGCCGCGCTGCgCTCCACCACGCCTCCT-3'
C
co mpetitor
ZnCL2 (LJM)
Competitor
TATA I-5Al 蔦R??蔦R??
X50 羅3?X100 父S?X100 
トid_】』-i)
>･L･_ヽ　i-､1■　もp,絆　も･
1　　2　　3　　4　　5　　6　　7
1　　2　　3　　4　　5　　6　　7　　8
* : 32p汀ATA (-5g)
Fig. 12 DetectioJ1 0f proteill from nuclearextract of zinc treated 293 cells by core promoter reglOn
including TATA box
(A ) 01igonucleotide probe ofincludes hMT-llA core promoter sequence -34 to +1 2 which containing TATA box sequence
(under line). Wild-type (TATA (-5A)) and mutant (TATA (-5g)) oligonucleotide probe containing adenine and guanine
nucleotide at -5 (bold symtnl) relative to the transcription start site (+1 ). Sequences for upper strands were indicated. (Ji)
Nuclear extracts obtalned舟om zinc treated 293 cells were iEICUbatedwith 32P-labelled double-strandedwild-typeTATA (一
5A) oligonucleotlde and rul On 4% polyacrylamlde get･ Blnding protelnS Were indicated by arrow head･ A 25l and 5O-fold
moliu- excess Of non-label)ed wild-type (lane 5,6) and mutant (lane 7,8) digonucleotide and l仙-fold molar excess of non-
lablled MRS-a were mlXed with nuclear extract of 250 pM ZnC12 treated 293 cells. (C ) Nuclearextracts obtained from non-
treated 293 cells were incubated wid1 32P-labeled double-strandedwild-type TATA (-5A) (lane I , 3-7)) or mutant TATA (-
5g) (lane 2) oligonucleotide and run on 4% Polyacrylamide geL Binding proteins were indicated by arrow head･ A 50-fold
mol山･ excess Of Ron-labelledwild-typeTATA (-5A) or 5O and loo-fold molar excess ofwild-type -5A (lane 4,5) and mutant
l5g (lane 6,7) probe which each ofdlern dose not contalning TATA box weremixed with nuclear extract of 293 cells.
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内因子との結合がZn添加による影響を受けなかったことから､ basallevelの転写にこの一
塩基置換が影響を及ぼしている可能性が考えられる｡そこで次にTATA (-5A)とTATA (-
5g)プローブをそれぞれ標識し､ Zn処理をしていない293細胞の核抽出液と反応させた
ところ､変異型であるTATAL5g)でも結合する因子の存在は認められたものの､その結
合量は野生型であるTAm (-5A)に比べ有意に低いことが確認された(Fig･ 12C, lane 1, 2)｡
さらに､標識した野生型TATA L5A)プローブと核内因子との結合に対して､ TATAbox
を含まない未標識の野生型(-5A)及び変異型(-5g)によるコンペティションアッセイを
行ったところ､それぞれを100倍モル過剰に共存させても､結合の阻害認められなかった
(Fig･ 12C, lane 4-7)o以上の結果から､本研究で見出したMT遺伝子プロモーター上の一塩
基置換は､このコアプロモーターに結合するbasallevelの転写に関わる転写因子(群)の
結合量の低下を引き起こし､それが重金属で誘導した際の転写活性に影響を与えている可
能性が考えられる｡
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2　ヒトメタロチオネイン遺伝子の翻訳領域における多型の検索
[目的]
MTは構成アミノ酸61個のうちの20個をシステインが占め､しかもS-S結合を一つも
持たないというユニークな特徴を有する生体防御蛋白質であり､この豊富に存在するシス
テインのSH基に重金属をトラップすることによってその毒性発現を抑制する2~1)｡ MTは
Fig.13に示すように4原子の金属を結合するC末端側のαドメインと､ 3原子の金属を
結合するN末端側のβドメインの2つのドメインを有し､このドメイン構造がMTの安
定性の維持に重要であるとの考え方もある｡もし､ MTの安定性が低下して分解が促進さ
れれば遊離のCdが増加し､その毒性が現れやすくなると考えられる｡そこで､健常な日
本人119例の白血球から単離したDNAを用いて､ hMT一ⅠIA遺伝子翻訳額域の多型の検索
を行った｡
三∃S
: Metal ion
1
β domain
(A.A. 1-30)
α domain
(A.A. 31･61)
Fig. 13 Structure of human metallothionein-IIA protein
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[材料･方法]
Taq Gold DNAポリメラーゼ(perkin Elmer社製)
Mastercycler gradient (Eppendorf社製)
High Pure PCR Product Purification Kit (Boehringer Mannheim社製)
ヒトメタロチオネイン遺伝子の翻訳細のPCR磨膚
hMT-IIA遺伝子の翻訳額域はFig. 14に示すように､ 3つのエクソンから成る｡この
hMT一ⅠIA翻訳額域を増幅するために､以下に記したプライマーを作製し､ PCR反応を行っ
た. PCR用の0.5mlチューブに白血球から抽出したゲノムDNA200ng､ 10xPCRbuffer(10
pl)､ 2 mMdNTP (10pl) 100pMforwardprimer (1 pl)､ 100pMreverseprimer (1 pl)および5
U/pl amplyTaq Gold (0.5 pl)を加えて全量が100 plになるようmoleculargradewaterで調整
した｡ PCR反応は95oCで10分間熱変性した後､ 96oCで30秒､各アニーリング温度(exon
-200　　　+1　　　+200　　　+400　　　+600　　　+800
exon 1
PrOm Oter5'伽
F ■■･
↓
exon 2　　　　　　exon 3
PCR
｣　●　●
一曽R
F- lpcRF- ↓pcR
●　●●　　　　　　　　　　;l　●　●
-R　　　　　　.<R
Fig. 14 Examined regions of htLman metallothioneh-ⅠIA (hMT-IIA) exons for PCR-SSCP
analysis
The coding regions are indicated as closed square. These reg10nS COntdn 186 bpand ape b'anslated to 61 amino acids.
Open squaresindicate 5T or 3. untranshted region. Each primer was designed to anlPlifythetranslational sequence,
aJld obtained 141 bp for exon 1, 259 bp for exon 2 and 180 bp for exon 3 region, respectively.
F : forwird primer, R : reverse pnmer
-36-
1 :54｡C,exon2:59oC,exon3:54oC)で30秒､ 72oCで30秒の増幅反応を30サイクル行っ
た｡PCR反応により､エクソン1は141bp､エクソン2は259bpおよびエクソン3は180bp
を増幅した. PCR産物はHighPure PCR Product Purification Kitを使用して未反応のdNTP
やprimerを除去後､ SSCP分析に使用した｡
エクソン1
･ hMT-ⅠIA exon 1-F primer : 5'-TGCTTGCCGCGCTGCACTCC-3'
･ hMT一ⅠIA exon 1-R primer : 5'-TGGGCATCCCCAGCCTCTTA-3'
エクソン2
･ hMT-ⅠIA exon 2-F primer : 5'-TGCTCAAGTTCCCAGGAATC-3'
･ hMT-ⅠIA exon 2-R primer : 5'一cmAATTCCCCTGAGGATG-3'
エクソン3
･ hMT-ⅠIA exon 3-F primer : 5'-TCCCGGTGTCGCTAGTACTC-3'
･ hMT-ⅠIA exon 3-R primer : 5'-AAGTCGCGTTCTTTACATCT-3'
アL/ル痔東上的pcR
変異部位が3,端となるようにデザインした変異アレル特異的なプライマーと野生型アレ
ル特異的なプライマーを作製し､アレル特異的pCRを行った｡なお､この方法はPCRプ
ライマーの3,端に鋳型DNAに対して一塩基のミスマッチがあった場合､ DNAポリメラ
ーゼが働けずDNAの増幅が起こらないことを利用している｡下記に示した野生型と変異
型のプライマーを用い､ 4通りのプライマーの組み合わせの条件で増幅した｡ Fig. 18に示
したように､ Aの条件ではプロモーターおよびエクソン3の両方が野生型アレルであった
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場合増幅される｡またBの条件ではプロモーターが変異型アレル､ Cの条件ではエクソン
3が変異型アレル､そしてDの条件ではプロモーターとエクソン3の両方が変異型アレル
であった場合に増幅されるようにデザインした｡ PCR用の0.2mlチューブに白血球から
抽出したゲノムDNA20ng､ 10xPCRbuffer (1 pl)､ 2mM dNTP (1 pl) 100pMforwardprimer
(0.1 pl)､ 100pMreverseprimer (0.1 pl)および5 U/pITaqGold (0.05pl)を加えて全量が10pl
になるようmoleculargradewaterで調製した｡ PCR反応は95oCで10分間熱変性した後､
96oC/30秒､ 74oC/30秒､ 72oC/60秒の増幅反応を30サイクル行った｡反応後2%アガロ
ースゲル電気泳動を行いエチジウムブロマイド染色した後､ UVを照射L DNAを可視化
した｡
hMT-ⅠIA -F(-5A) : 5'-TAAACACTGCTTGCCGCGCTGCAl3'
hMT-ⅠIA -R (-5C) : 5'-GATGCAGCCCTGGGCACACTTGG-3'
hMT-ⅠIA -F(-5g) : 5'-TAAACACTGCTTGCCGCGCTGCg-3'
hMT-ⅠIA -R (-5t) : 5'-GATGCAGCCCTGGGCACACTTGa-3'
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[結果]
hMT-ⅠIA遺伝子の翻訳簡域は3つのエクソンから成る(Fig. 14)｡これら3つのエクソン
額域における遺伝子変異を健常な日本人119例の白血球から単離したDNAについてSSCP
法で検索した｡その結果エクソン1および2億域は全ての検体が同一のSSCPパターンを
示したが(データ示さず)､エクソン3額域では119例の検体はType-A (115例)とType-B (4
例)の2種類のバンドパターンを示した(Fig. 15A)｡約97%の日本人がType-Aを示すこ
と､およびヒト胎児腎由来の293細胞もType-Aを示したことから､ Type-Aが野生型と考
えられる｡この2種類のバンドパターンを示すPCR産物の塩基配列を各1例についてdirect
sequence法により調べたところ､コドン42の2番目の塩基にシトシン(Type-A)からチ
A　べ武♂
(n=1 15Xn=4)
触棚
藤娘　簸点者
f=::::I:
軸･-:･L :
Type-A
A G C T
聾幣鞠
C/Cト
Type-a
A G C T
3■　　　　　　3-
Fig. 15 Examples of conformationalVariants in hMTIIIA exon 3 region detected
throughPCR･SSCP (A)and sequence analyses of the type Åand B PCR reactions (B)
(A)One hundred and nineteen indivisuals were categolized in two SSCP pattems.四) Point mutation at
second nucleotide of codon 42 (C→T) was irdicated by arrow head in the sequence･ Type A and B irKlicate
C/C and C汀nucleotide at codon 42 which induce one amino acid exchangefromalanine to valiT℃.
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A
1          10          20          30
β domain MDPNCSCAAGDSCTCAGSCKCKECKCTSCK
31　　　　　　　　　　42　　　　　　50　　　　　　　　60
α domain KSCCSCCPVGC℡KCAQGCICKGASDKCSCCA
V
1
1
β domain
(A.A. 1-30)
α domain
(AA. 31161)
⑳:MeWEbl･
Fig. 16 Structtwe of huITnn metallotllionein-IIA proteirl
Metallothionein structLJre Was dividBd into N-terminal B domain and C teminal α domain. (A) Amino acids.qequence ofhMT-
lJA tTOtein. Cysleine residues were indicated as bold type. 42Ala was changed k) Vat by point mutation of GCC to GTC･ (Ji)
Two dimentional struchre ofMT protein･ /ヲdomain and α dorruin binds three and four atoms of metal through S H residue of
cystein. (C) Three dimentional sb･ucture of α domain of cadmium bil°ing form ofMT protein (ref･ 60)･ 42Ala were indicated
bya汀OW.
ミン(Type-B)の一塩基置換が認められた(Fig. 15B)｡また､この一塩基置換はコドン42
番目のアラニンをバリンに変える-アミノ酸置換を伴う変異であった(Fig.15B, 16)｡こ
の一塩基置換によって切断部位が出現または消失する制限酵素を検索したが､適切な制限
酵素は存在しなかった.そこで､ Type-Bのパターンを示した4例全てとType-Aのバンド
パターンを示した115例中の5例についてdirectsequence法により､塩基配列を調べた結
果､それぞれ検討した全ての検体のコドン42の2番目の塩基がType-Aではシトシン､
Type-Bではチミンであり､その他の塩基配列にはType-AとType-Bとの間に違いは認め
られなかった.したがってSSCPパターンから119検体の遺伝子型を分類すると､ 115例
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Table 2. Genotype and allele frequency of the polymorphisms at second nucleotide of
codon 42in119 healthy individuals
Genotype frequency Allele frequency
codon42 (n=Cl/f5, (nC:, (nT=T,　c T
0.967　　0.033　0.000　　　　　0.983　　0.017
がシトシンのホモ按合体､ 4例がシトシンとチミンのヘテロ接合体ということになる
(Table2)｡なお､今回検討した119例中にはチミンのホモ接合体は認められなかった(Table
2)｡またチミンのアレル頻度(1.7%)が1%以上であったことから､ hMT-ⅠIA遺伝子のエ
クソン3に見出された変異は多型と判定される｡
またに興味深いことに､エクソン3に変異が認められる4例全てに第1章で認められた
コアプロモーター上の変異が同時に存在しており､エクソン3のみに変異が認められる例
は皆無であった(Fig. 17)｡そこで､これら2箇所の変異が同一のアレル上に存在するかど
うかを検討するため､これら4例についてallelespecificPCR (方法の項およびFig. 18A参
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-　∴　=　転_'
⊥t　‥i;L.;i.
●叫
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Fig･ 17 SSCP pattems of hMT-ⅡA promoter and exon 3 regIons
Individuals having polnt mUtadon of promoter or/uId codon 42 were i止Iicated･ Twentyindividuals containbothwild-typeand
mutant allele (arrow he吋),肌d only one individuals (sample N). 46) has mutantal1eleinpormoter region･ Four hdividuals
(sample No. 39, 46. 90. 97)that having bothwild-type(arrow) and mutant (arrow head) auele in codon 42 having mltant allele
in pronT)ter region. SSCP patterns of promoter and e又on 3 of 293 cells wereindicatedwiId-typecontrol (grow)･
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照)を行った｡その結果､ 4例全てにおいて､プロモーターとエクソン3の変異が同一ア
レル上に存在していることが判明した(Fig. 18B)｡なお､ 4例中1例はプロモーターが変
異型のホモ接合体であるためプロモーターに変異のあるアレルと､プロモーターとエクソ
ン3の2ヶ所に変異のあるアレルを保持しており､その他の3例は片方のアレルが野生型
ということになる(Fig. 18B)｡
本研究でhMT-ⅠIA遺伝子の翻訳債域の変異の検索を行い､エクソン3においてコドン42
番目のアミノ酸であるアラニンのバリンへの変異が認められた(Fig. 15)｡噛乳類のMT群
の一次構造はアミノ酸またはDNAの塩基配列分析によってヒト45~49) ､サル50) ､ウマ51,52) ､
ヒツジ53) ､ハムスター54) ､ラット55) ､マウス56~59)について決定されているが､異なる
MT分子種間のアミノ酸配列の保存性は高く(たとえばヒトMT-ⅠIAとマウスMT-Ⅰは82%
のホモロジーを示す)､特にMTの機能的中核をなす20個のシステインの位置は分子種間
で非常に高度に保存されている｡システイン以外のアミノ酸残基においても､今回変異を
認めたコドン42のアラニンは比較的よく保存されており､ヒトMT-Ⅰから-IVまでの分子
種間では､ MT-IFがセリン､ MT｣KがシステインMT-ⅠⅠⅠがグルタミン酸である以外MT
の偽遺伝子を含めても全てアラニンである32~38)｡また､他の晴乳類においてもよく保存さ
れており､少なくともコドン42番目にバリンの残基を持つMT分子種の存在は認められ
ていない｡さらに今回同定したコドン42番目のアラニンはFig.16に示したようにMTの
αドメインに位置し､コドン41番目と44番目にはシステインが存在していることから､
このアラニンがより疎水性の高いバリンに変わることで､重金属との結合に影響を与えて
いる可能性も否定できない｡
一方､エクソン3に塩基変異の認められた4例の全てがコアプロモーター上にも変異を
有するという興味深い事実が本研究によって見出された｡両多型の存在率から計算すると､
このような結果が得られる確率は約1,000分の1であり､偶然とは考えにくい｡そうであ
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=;コ
C: point mutation of exon 3
SampleNo. 1 39
Exon 3
C
AIk!lictype A B
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B: Point mutation of the promoter region
⊂=
D: point mutaion of promoter and exon 3
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･+ wild-type forward pdmer
Mutant fonⅣard primer
Wild-type reverse phmer
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Fig. 18 Iktemination ofallelic type by
allele speciGc PCR
Forward and reverse pnmer were designed to
match with the wild-type or mutant nucleotide. (A)
Wild-typeallele were amplified by w ild-type
forward and rever.qe prirrcr (A type allele).
Promoter mutated allele were amplified by mutant
forward andwild-type reverse prlrrだr (B type
allele)･ Exon 3 mutated alIele was amplified by
wild-type forward primer and mutant reverse
primer (Cサpe allele). Both prorrK)ter and e又on 3
mutated allele wereamplified by both mutant
forward and reverse prirrK:r (D type allele). Black
arrows indicatedwild-type forwatd and reveISe
pnmers and striped arrows indicated mutant
forward and reverse primer.仰) SSCP patterns of
promoter and e又on 3 mutatd individuals ( sample
No. 39, 46, 90, 97) and promoter mutated
individual (sample No. 1 ). SSCP patlems of
promoter and exon 3 of293 cells were irKIicated
wild-type control (arrow)･ (C) Allelictypes of each
individuals were indicated. Sample No. 39, 90 and
97 have A type allele (both promoter and e又on 3
were wild-type) and D type allele (both pron℃ter
and e又on 3 Were mutant)･ Sample No. 46 have D
and B typeanele (prom)terwas mutant and exon 3
was wild-type).
れば､エクソン部とコアプロモーター上の両方に塩基変異のある人間は成人まで成長する
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ことができるが､エクソン3にのみ変異を有する個体は何らかの理由で生まれてこないか､
生まれたとしても成人になる前に死亡してしまうという可能性が考えられる｡ MT遺伝子
を欠損させてもマウスは正常に成長することから､エクソン3に塩基異常のある遺伝子か
ら作られるMT蛋白質(変異MT)が人間の発生または生育の段階で"好ましくない"作
用を発揮すると想像することもできる.上述したようにコアプロモーター上の塩基置換は
転写効率の低下を招くことから､エクソン3の変異に加えてコアプロモーター上にも塩基
変異が共存すると変異MTの合成が抑制され､そのために生育が可能になるのかも知れな
い｡そこで現在､ MT遺伝子欠損細胞に変異型のMT遺伝子を導入することによって､エ
クソン3蘭域におけるアミノ酸置換が細胞機能に与える影響を検討すると共に､コアプロ
モーター上の塩基置換との相互作用を検討している｡
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3　メタロチオネインの転写発現調節に関わる転写因子MTF-1の遺伝子多型
の検索
[目的]
重金属によるMT遺伝子の発現調節には転写因子MTF-1が重要な役割を果たしている｡
MTF-1はFig. 19Aに示すように､DNA結合ドメインとして機能するN末端側の6つのzinc
fingerドメインを介してMTプロモータ一億域中のシスエレメントであるMREに結合す
る61)｡またC末端側のacidic region, proline rich region, serine threonine rich regionの3つの
転写活性化ドメインは転写活性に関与することが知られている61)｡本転写因子は重金属､
特に細胞内の遊離のZnに対するセンサーとして働き､ MTをはじめプロモータ一顧域に
MREを有する遺伝子群の発現に関与すると考えられている62~64)｡またMTト1を欠損した
マウスの胎児から単離した紳胞では､ ZnやCd等の重金属によるMTの誘導合成が生じな
くなると共に､ MTのbasallevelでの発現も認められなくなることから27･28)､ MTF-1はMT
の発現において重要な転写因子であると考えられている｡
一方､ zinc regulatoryfactor (ZRF) 26)はMTF-1と同様にMTプロモーター上のMREに結
合する蛋白質としてヒト由来の培養細胞中から単離･同定された転写因子であるが､ヒト
のMTF-1とZRFはコドン185 (MTF-1 : histidine, ZRF : tyrosine)以外のアミノ酸は全て一
致することから､バリアントである可能性が考えられる｡それぞれを培養細胞で高発現さ
せてZnによるMT遺伝子の活性化をレポータージーンアッセイ法で調べると､両転写因
子共にbasallevelは上昇するものの､ Znによる活性化はMTF-1でより顕著に認められる65)｡
従ってヒトにおいてもこのような遺伝子変異がMT誘導能における個体差を与える可能性
も考えられる｡そこで､ MTF-1の翻訳額域の多型を検索した｡
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[材料･方法]
ヒトMTF-1遺伝子の各エクソンのPCR僧膚
pcR用の0.5mlチューブにヒト白血球から抽出したゲノムDNA200ng､ 10xPCRbuffer
(10pl)､ 2mMdNTP (10pl)､ 100pMforwardprimer (1 pl)､ 100pMreverseprimer (1 pl) (そ
れぞれ下記に示した)および5 U/pITaqGold (0.5 pl)を加えて全量が100p‖こなるよう
moleculargradewaterで調製したo PCR反応は95｡Cで10分間熱変性した後､ 96oCで30秒､
各アニーリング温度(exonl,2-1,2-2,6,7,9-1,9-3:58oC,exon3,4,9-2, ll-1, ll-2:61oC)で
30秒､ 72｡Cで30秒の増幅反応を30サイクル行った｡ PCR反応により､ exonlは101bp､
exon2-1は259bp､ exon2-2は266bp､ exon3は239bp､ exon4は132bp､ exon5は74bp､
exon6は137bp､ exon7は78bp､ exon8は103bp､ exon9-1は236bp､ exon9-2は266bp､
exon9-3は290bp､ exon lOは64bp､ exon ll-1は282bpおよびexon ll-2は292bpを増幅
した(Fig. 19A)oPCR産物はHighPure PCR Product Purification Kitを使用して未反応のdNTP
やprimerを除去後､ SSCP分析に使用した｡
エクソン1
･ hMTF-1/Exon 1 -F primer : 5'-AAGAGGAAGCGGAAGTGACG-3'
･ hMTF-1倍xon 1-R2 primer : 5'-CTCCGCGGCTCCCGGCAACG-3'
エクソン2-1
･ hMTF-1/Exon 2-F primer : 5'-ACAAGTCATTACGmTCAT-3'
･ hMTF-1/Exon 2-R primer : 5'-TTCTTTACGTTTTGTTTCCG-3'
エクソン2-2
･ hMTF-1侶xon 2-F2 primer : 5'-CTGTTCTTATTGAGCAGGAC-3'
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･ hMTF-1侶Xon 2-R2 primer : 5'-GTTCTCCGCACTGTCCGTCG-3'
エクソン3
･ hMTF-1侶xon 3-F primer : 5'-GTAAAGCGGTACCAATGTAC-3'
･ hMTF-1侶xon 3-R primer : 5'-CTGTACAGTGTGTTGAATGC-3'
エクソン4
･ hMTF-1侶xon 4-F primer : 5'一ccTGAAAGCACATCAGAGGC-3'
･ hMTF-1/Exon 4-R primer : 5'一ccAAATGGCTmCCCCTGT-3'
エクソン5
･ hMTF-1/Exon 5-F primer : 5'-GTGCGATCACGATGGCTGTG-3'
･ hMTF-1侶xon 5-R primer : 5'-CAGTATGTGTACGAACGTGA-3'
エクソン6
･ hMTF-1侶Xon 6-ど primer : 5'-GTGAAAGACCCTTCTTCTGC-3'
･ hMTF-1侶Xon 6-F primer : 5'-CTCTGATCCATTGTGTTGTG-3'
エクソン7
･ hMTF-1/Exon 7-F primer : 5'-GATACAAATCACTCACTTT-3'
･ hMTF-1/Exon 7-R primer : 5'-CGTACTGGAATmCTCGCA-3'
エクソン8
･ hMTF-1侶xon 8-F primer : 5'-ACCCAGGGCCAGGACCTCAG-3'
･ hMTF-1/Exon 8-R primer : 5'-CTGTCTGTTGAGGATCTTCC-3'
エクソン9-1
･ hMTF-1/Exon 9-Fl primer : 5'-CTTCCTTGACTGAAAGTm-3'
･ hMTF-1/Exon 9-Rl primer : 5'-TTCTGGAGGTTGTAAGAGAG -3'
エクソン9-2
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･ hMTF-1/Exon 9-F2 primer : 5'-TGCTCCCTCCCTAGGACCTG-3'
･ hMTF-1/Exon 9-R2 primer : 5'一ccATGGCTGGCAGGGGCTCA-3'
エクソン9-3
･ hMTF-1/Exon 9-F3 primer : 5'-AGCCCATTGTACCAGGACTT-3'
･ hMTF-1侶xon 9-R3 primer : 5'-AAmGTTCTTGGTTTTGTG-3'
エクソン10
･ hMTF-1侶xon 10-F primer : 5'-CAGCAAGCATCTAAAGTTGA-3'
･ hMTF-1/Exon 1 0-R primer : 5'-CTGGGCTACTGGCTACTGGT-3'
エクソン11-1
･ hMTF-1/Exon 1 1-FI primer : 5'-CCAGCTCTGTCCAGCAGATT-3'
･ hMTF-1/Exon lトRl primer : 5'-ATCCTTCAAATTTCTGACcc-3'
エクソン1ト2
･ hMTF-1/Exon lトF2 primer : 5'-TCCTCTACCTTGCCCTCCTC-3'
･ hMTF-1/Exon lトR2 primer : 5'-AAGGAGTCTCTGCTTGTCGG-3'
[結果]
MTF-1蛋白質は753アミノ酸からなり､ N末端側に6つのzincfinger額域､ C末端側に
acidic, proline-rich, serine/threonine-richの3つの転写活性化額域を有する(Fig. 19A)oそこ
で日本人10例について､ MTF-1遺伝子の翻訳額域をそれぞれの機能ドメイン毎にPCR法
で増幅し､それらの遺伝子変異を検索した｡その結果､ acidicregionを一部コードしてい
るエクソン8でのみ遺伝子変異が確認され､他の額域では少なくとも今回用いた諸条件で
は変異を認めなかった(Fig. 19B)｡そこでエクソン8中の変異を計103例についても同様
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Fig. 19 PCR-SSCP analyses of human metaltra指Cription factor-I (hMTF･1)
(A) Examined regionLq Of hMTF-1 for SSCP analysis･ Each e又on were amplified and each length of the PCR舟agment is
disphyed as base pairs (bp). E又on 2, 9 and 1 1 were dividedinto two orthree regions and amplified. (Ji) The SSCP band
patterns of 10 subjects were indicated･ Different SSCP patterns were observed onlyinexon 8 which encoded one part of
acidic reglOn.
に調べてところ､ Type-A (50例),Type-B (43例),Type-C (10例)の3つのパターンに分類
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♂♂♂
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棉海　　嶺単線
}■単　軒｢や
編穣r　軸
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ACA→390Thr
ACG→390Thr
Fig･ 20 Examples of conformational variants in hMTF-I exon 8 region detected throughPCR-SSCP
(A) and sequence analyses of the typeA, B and C PCR reaction products (B)
(A) One hundred and threE: indivisuals were categolyzed in dlree SSCP patterns. (Zi) Point mutation at dlird nucleotide of
codon 390 (A→G) wats indicated by arrow heal in the sequence. TypeA, B and C were showed A/A, A/G and G/G nucleotide
atcodon390.
Table 3･ Genotype andallelefrequency of the polymorphisms at third nucleotide of
cdon 390 of hMTF-I acidic reg10n in 103 healthyindividualS
Genotype frequency Allelefrequency
codon 390A/A A/G G/G A G
(n=50) (nA3) (n=10)
0.482　　0. 425　　0.093　　　　0.694　　0.306
され(Fig. 20A)､ directsequence法により変異部位の配列を調べたところ､コドン390の3
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番目の塩基にアデニン(Type-A)からグアニン(Type-Bおよび-C)への一塩基置換が認め
られた(Fig.20B)｡しかしこの一塩基置換はアミノ酸変異を伴わず､従って､少なくとち
MTF-1遺伝子のエクソン8億城中にはアミノ酸変異を伴う遺伝子多型は今回調べた集団
(103例)には存在しないことになる｡なお､ 103例中の遺伝子型分布を計算すると､ 50例
がアデニンのホモ接合体､ 43例がアデニンとグアニンのヘテロ接合体､ 10例がグアニン
のホモ接合体となり､グアニンアレル頻度は約30%になることから､この変異は多型と
判断できる(Table3)｡本知見は､ MTF-1遺伝子翻訳額域に遺伝子多型が存在することを
示す最初のものである｡
一方上述のように､ MREに結合する蛋白質としてMTF-1とコドン185の-アミノ酸が
Zinc-finger domain Acidic Fhline_rich Serine I hreonine.
I ll Hl lV V Vl region reglOn richrttgion
･　,38 1
185
hMTFJl
316 330　406PIO8　　498 524　　　　　　620　　　　　753
17◎　　　　　　　　　　　　　18◎　　　　1 8 5　　　　　19◎
Y T F V〔 N q E G 〔 ら K A F L T ～ H ～ L R I H V R V H T K E
TACAC CTTTGTC TGTAATC AGGAGGG CTGTGGCAAAG CC TTCC TTAC CTCTC ACAGC CTC AGGATC C ACGTG CGAGTGCAC AC GAAGG AG
zRF　　　17◎　　　　　　　　180 ･　185　　　19O
Y T F V C N q E G C G K A F L T ～ Y ら L R I H V R V H T K E
TACACCTTTGTC TGT AATCAGGAGGG CTGTGGCAAAG CC TTC C TTAC CTCTT ACAGC CTC AGG ATE C AC GTGC G AGTGC AC AC GAAGG AG
∩ MTFJ1　　17◎　　　　　　　　　　18◎　　　1 8 4　　　　　19◎
y T F V〔 N q E G C G K A F L T ～ Y ～ L 良 I H V R V H T K E
TA〔A〔 〔¶ 〔 GT〔 TGT AAT〔AGGAGGG 〔TGTGGCAAGGC CT〔 〔 TC A〔 CTCCT A〔AGC 〔TCAGGATCC ATGTG C GAGTG〔A〔 A〔 A仙GGAG
Fig. 21 StructtFal features of human MTF･1, ZRF and mouse MTF･1
(A ) Schematic representation of hMTF- 1. (Jl) Nucleotides and aJTlino acids sequences of the second zinc血ger domain
of hMTF-1, ZRF and mouse MTFll. Amino acids areindicaLedinthe one letter code abovethe nucleodde sequence;.
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異なる分子種であるZRFが同定されている(Fig.21)｡しかし､ -アミノ酸が違うだけに
もかかわらず､その転写活性はMTF-1の方がZRFより高いことが報告されていることか
ら71)､この-アミノ酸の違いがMTの転写活性化に影響を与える可能性が考えられる｡そ
こで､日本人30例(本研究で用いた検体の中からランダムに選んだ)について､ MTF-1
とZRF遺伝子の日本人における存在割合を検討した｡ MTF-1とZRFでアミノ酸に相違が
認められるzincfinger2億域をPCR法で増幅し､ directsequence法によりそれらの塩基配
Zinc-finger domain Acidic Proline-rich Serine/threonine-
A ll ll] lV V Vl reg10n regIOnrich regLOn
1  1ヂl萱
: 185 :
⊂コ
239 bp
ZRF
'yrosine 1;
G
sample No.
316 330　406/408　　498 524　　　　　620　　　　753
human eultured Cells
#1　　　　#2　　　　　H E K293　　　H epG2　　HeLa-S3
LIL･:-こ_
･ヾ.　　､■
C　　　　　　　　　#rJia
C　　　'#仙
T
C
A
3■
A G C T
嶋,.JL,
-1～
確→
■恥･
一･g
#
A G C
/一義∴~-~~　こ
T A G C T
No. ot samp一es TAG CAC
30　　　　　　　30　　　　　　0
息GC T
Fig･ 22 Direct sequence analysis of the 239 bp fragment of second zinc finger domain in human
MRE-binding traI唱Cription factor
(A) Codon 1 85insecond zinc丘nger donlain was irKlicated by arrow･ (B) Sequence patterns of two typical Japanese out of
thirb, individuals, and three human cultured cells lircs (293, Hel･BIS3 and HepG2 cells) were indicated･ First nucleotide in
ccdon 185 are indicated by arrow head. All Japanese subjects andthree human cultured cell litcs showedthe same
sequence (rAq.
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列を調べたところ､ 30例全てにおいてコドン185番目がチロシン､即ちZRFをコードす
る塩基配列を示した｡また3種類のヒト由来の培養細胞についても同様に調べたところ､
3種類ともにZRF遺伝子を持つことが明らかになった(Fig･ 22)｡
本研究でMTF-1の全翻訳額域について遺伝子変異を調べたのは10例のみであり､この
検討で唯一見出されたエクソン8中の変異について日本人103例も対象に調べた結果､コ
ドン390番目にアレル頻度約30%の割合で-塩基置換が認められた｡しかし､この変異
はアミノ酸置換を伴うものではなかった｡全額域を調べたのは10例のみであることから､
もっと多くの検体について検討を行えば新たな変異が見つかるかもしれない｡いずれにし
ろ､ MTF_1は遺伝子欠損マウス(MTF十)27)を用いた検討から､生存に必須の転写因子で
あると考えられており28)､本遺伝子に変異があれば何らかの障害が生じる可能性も高く､
さらに詳細な検討が必要であろう｡また本章では､ MTF-1のバリアントでコドン185の一
塩基のみがMTF-1と異なるZRF26)が日本人における野生型MRE結合因子であることが
判明した｡ H｡La細胞(黒人由来)や､ HepG2細胞(コ-カサス人由来)もMTF-1ではな
くZRFを持つことから､ ZRFが日本人に限らずヒトでの野生型遺伝子である可能性が高
い｡ ZnによるMT遺伝子の転写誘導能はMTF-1の方がZRFよりも高いことが報告されて
いるが65･66)､ zRFのエクソン3領域の塩基配列はマウスのMTF-1とも100%一致すること
から､ ZRFよりも活性の高いMTF-1が変異型であってもおかしくはない｡
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